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A Artrite Reumatoide (AR) é uma doença inflamatória autoimune crónica, que 
afeta as articulações pode levar a várias complicações sistémicas nos doentes. 
Para uma melhor compreensão desta doença, torna-se relevante estudar as 
várias células do sistema imunitário envolvidas na fisiopatologia e progressão 
da AR.  
Assim, neste trabalho, pretendeu-se avaliar o papel das subpopulações de 
monócitos e células dendríticas (DC) do sangue periférico na AR, células 
cruciais no desenvolvimento e perpetuação da resposta inflamatória. Os 
monócitos e DC migram para o local de inflamação, onde são responsáveis 
pela apresentação de antigénios às células T e pela libertação de vários 
mediadores solúveis, nomeadamente citocinas pró-inflamatórias, que 
contribuem para a inflamação crónica observada na AR.  
Com este objetivo, foram analisadas 23 amostras de sangue periférico de 
doentes com AR, em vários estágios de atividade da doença, e 21 amostras de 
indivíduos saudáveis (grupo controlo). As populações de monócitos (monócitos 
clássicos, intermédios HLA-DR+, intermédios HLA-DR++ e não clássicos) e DC 
(mieloides (mDC) e plasmacitoides (pDC)) foram quantificadas através da 
expressão de marcadores específicos por citometria de fluxo. Posteriormente, 
as várias subpopulações foram separadas por cell sorting para o estudo da 
expressão génica de IL-10, IL-12p35 e TNF-α, e de CX3CR1, por qPCR. 
Observou-se no grupo de doentes um decréscimo do número e frequência de 
monócitos não clássicos, de mDC e de pDC. Foi também observado um 
decréscimo da frequência de monócitos intermédios HLA-DR+. Tal sugere que 
ocorre um aumento da migração destas populações celulares para a sinóvia 
inflamada. As células mostravam também um maior grau de ativação, podendo 
esta estar associada à inflamação periférica, e os monócitos intermédios HLA-
DR+ exibiram um perfil pró-inflamatório. A maioria das subpopulações 
estudadas apresentaram um aumento da expressão génica de IL-10, podendo 
tal corresponder a uma tentativa de regulação negativa da resposta 
inflamatória. 
Os resultados obtidos sugerem alterações a nível fenotípico e funcional dos 
monócitos e DC na AR, que reforçam o envolvimento destas células na 




























Rheumatoid Arthritis (RA) is an autoimmune chronic inflammatory disease, 
which attacks the joints and can lead to several systemic complications in the 
patients. To better understand this disease, it’s important to study the several 
cells of the immune system involved in the physiopathology and progression of 
RA.  
In this study, the role of monocyte and dendritic cells (DC) subsets in RA, 
important cells in the development and perpetuation of the inflammatory 
response, was assessed. Monocytes and DC migrate to the inflammation site, 
where they present antigens to T cells and secrete several soluble mediators, 
namely proinflammatory cytokines, contributing this way to the chronic 
inflammation observed in AR.  
For this goal, 23 samples of peripheral blood from RA patients were analysed, 
in several stages of disease activity, together with 21 samples of healthy 
individuals (control group). The monocyte subsets (classical, intermediate HLA-
DR+, intermediate HLA-DR++ and non-classical monocytes) and DC subsets 
(myeloid (mDC) and plasmacytoid (pDC)) were quantified through the 
expression of specific markers by flow cytometry. Afterwards, the subsets were 
sorted (cell sorting) for the study of the genic expression of IL-10, IL-12p35 and 
TNF-α, and of CX3CR1, by qPCR. 
The results showed a decrease of the number and frequence on non-classical 
monocytes, mDC and pDC in the group of RA patients. A decrease of the 
frequency of the intermediate HLA-DR+ monocytes was also observed. This 
suggests an increase of the migration of these cell subtypes to the inflamed 
synovium. The cells also showed greater activation in the patients with RA, 
which could be associated with the peripheral inflammation, and the 
intermediate HLA-DR+ monocytes had a more proinflammatory profile. Most of 
the subsets showed an increase in the genic expression of IL-10, which could 
be due to an attempt to downregulate the inflammatory response. 
These results suggest alterations at the phenotypical and functional levels of 
monocytes and DC in RA, supporting the contribution of these cells to the 
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1. O sistema imunitário 
O sistema imunitário é um conjunto de órgãos, células, moléculas e vias desenvolvido 
pelo nosso organismo para sua defesa, que cria respostas de defesa rápidas e específicas. 
Para exercer a sua função, o sistema imunitário possui três propriedades importantes: um 
vasto repertório de recetores de antigénios que permite o reconhecimento de uma gama quase 
infindável de agentes patogénicos; memória imunológica, que permite criar rápidas respostas 
imunitárias secundárias; e tolerância imunológica, para evitar danos imunológicos nos 
tecidos do próprio organismo (5). 
A resposta imunitária é composta por dois tipos de resposta diferentes, mas ligados 
entre si: a resposta imunitária inata, e a resposta imunitária adquirida (1). As células 
envolvidas na resposta imunitária inata, como os macrófagos e células dendríticas (DC), 
reconhecem padrões moleculares associados a agentes patogénicos (PAMP), presentes na 
superfície de microrganismos invasores, através de recetores de reconhecimento de padrões 
(PRR) (5). Após o reconhecimento e contacto com os microrganismos invasores, os 
macrófagos podem proceder à destruição direta desses agentes, através de processos como a 
fagocitose, ou participar, juntamente com as células dendríticas, no recrutamento da resposta 
imunitária adquirida. Este segundo tipo de resposta é caracterizado pela participação dos 
linfócitos T, que desempenham funções auxiliadoras, efetoras e regulatórias, e dos linfócitos 
B, células produtoras de anticorpos (6). Ao contrário da resposta imunitária inata, a 
imunidade adquirida é altamente específica, devido aos recetores específicos para 
determinado antigénio expressos na superfície dos linfócitos (1). A partir do princípio de 
geração de diversidade, durante o desenvolvimento dos linfócitos B e T, ocorrem vários 
rearranjos nos genes que codificam para os recetores de antigénios, originando assim grupos 
de células que expressam várias cópias de um recetor específico para um único antigénio. 
Desta forma, a população de linfócitos pode, em teoria, reconhecer e responder contra 
qualquer antigénio. 
Este potencial de reconhecimento de qualquer antigénio, embora necessário para a 
especificidade da imunidade adquirida, possui também vários riscos, nomeadamente a 
possibilidade de atacar o próprio organismo hospedeiro. Para evitar este caso, existem 
mecanismos de reconhecimento responsáveis por detetar e inibir ou destruir linfócitos que 
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reajam contra tecidos do hospedeiro, através de um processo de discriminação de antigénios 
do próprio organismo e antigénios estranhos (1). Este processo é denominado tolerância 
imunológica, e é aplicado durante o desenvolvimento das células T e B, pouco tempo após 
a produção dos recetores de antigénios gerados aleatoriamente. Embora este processo 
permita que o sistema imunitário distinga entre antigénios próprios e antigénios estranhos, 
pode por vezes resultar em consequências não intencionais em determinados casos, como a 
proliferação de células cancerígenas que expressam estruturas reconhecidas pelas células do 
sistema imunitário, de modo a que este reconheça as células tumorais como do próprio 
organismo, e portanto as ignore. Por outro lado, uma disfunção ou défice nos mecanismos 
de tolerância imunológica pode também levar a consequências clínicas, como as doenças 
autoimunes. 
 
1.1. Células do sistema imunitário 
Durante a resposta imunitária, as várias células deste sistema funcionam em harmonia 
de modo a garantir um ataque eficaz: as células da imunidade inata (monócitos, macrófagos, 
células dendríticas, células NK e granulócitos) rapidamente criam uma primeira linha de 
defesa contra o agente patogénico, tentando eliminá-lo em poucas horas; caso a infeção 
persista, células apresentadoras de antigénios (APC), como as células dendríticas, 
comunicam a informação sobre o agente infecioso aos linfócitos B e T, coordenando assim 
a resposta imunitária adquirida, que entra em ação alguns dias após o aparecimento do agente 
patogénico; após o primeiro contacto com o agente, são geradas células de memória, que 
permitem uma resposta secundária bastante mais rápida caso a infeção ocorra novamente 
(1).  
Todas as células do sistema imunitário, bem como os eritrócitos e as plaquetas, 
originam-se a partir de um progenitor comum, a célula estaminal hematopoiética (HSC), 
através de um processo denominado hematopoiese, que ocorre na medula óssea (1). A 
maioria das células passa pelo processo de maturação neste mesmo local; no entanto, 
algumas completam a sua maturação fora da medula óssea, como é o caso dos linfócitos T, 
que terminam este processo no timo, e dos macrófagos, que se diferenciam nos tecidos a 
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partir de monócitos. Durante a hematopoiese, a HSC diferencia-se num de dois progenitores 
de linhagens diferentes: um progenitor mieloide, que dá origem à maioria das células do 
sistema imunitário inato, nomeadamente monócitos, granulócitos e células dendríticas, bem 
como a eritrócitos e plaquetas; e um progenitor linfoide, que se pode diferenciar em 
linfócitos T e B, células NK, e um grupo específico de células dendríticas que será discutido 
mais adiante (1). 
Figura 1. Hematopoiese. A célula estaminal hematopoiética (HSC) dá origem a progenitores 
mieloides e linfoides, que por sua vez originam todas as células do sistema imunitário, eritrócitos e 





Os monócitos são leucócitos produzidos na medula óssea e libertados na corrente 
sanguínea, correspondendo a cerca de 5 a 10% dos leucócitos circulantes (1), e onde 
permanecem em circulação durante 2 a 3 dias (5). Durante esse tempo, estas células podem 
migrar para os tecidos, onde se podem diferenciar em macrófagos ou células dendríticas 
durante o estado normal para repor o número destas células no tecido, ou durante uma 
resposta do sistema imunitário (7). O recrutamento de monócitos durante uma resposta 
imunitária ou inflamatória é possível devido a moléculas de adesão presentes nas células 
endoteliais dos vasos capilares, que capturam o monócito e permitem que este adira ao 
endotélio vascular. As quimiocinas (moléculas que determinam o movimento e vias de 
circulação das várias células do sistema imunitário) que se encontram presentes no local de 
inflamação funcionam como sinalizadores, e os monócitos migram da corrente sanguínea 
para o tecido, onde finalmente se diferenciam em macrófagos ou em células dendríticas 
dependendo do estímulo recebido (8). Para além disso, estes leucócitos participam também 
nesta resposta através da libertação de várias citocinas, nomeadamente citocinas pró-
inflamatórias, que desempenham um papel na perpetuação e na resolução da inflamação. 
Os monócitos apresentam uma grande heterogeneidade no que toca à sua morfologia, 
principalmente em tamanho, granularidade e núcleo, bem como no seu fenótipo (9). Assim, 
podem ser divididos em subtipos de acordo com a expressão de moléculas expressas na sua 
superfície celular, que podem ser usadas como moléculas-alvo em técnicas de 
imunofenotipagem celular, como é o caso da citometria de fluxo. 
Os monócitos começaram por ser divididos em dois subtipos, baseados na sua 
expressão de CD14, um recetor de LPS (lipopolissacarídeos presentes na membrana externa 
de bactérias Gram negativas) que se encontra presente na superfície membranar dos 
monócitos, e de CD16, ou FcγRIII, um recetor de baixa afinidade para a região do fragmento 
cristalizável (Fc) da imunoglobulina G (IgG) (9) (ver Figura 2a). Os monócitos que 
expressam uma grande quantidade de CD14 mas não expressam CD16 na sua membrana 
(CD14++CD16-) são denominados monócitos clássicos, tendo sido o primeiro grupo de 
monócitos identificados e representando a grande maioria destas células no sangue (cerca de 
85% dos monócitos circulantes totais (10)). Para além deste grupo, também foi identificado 
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um segundo subtipo de monócitos que expressam CD16 na sua superfície (monócitos 
CD16+), com características fenotípicas e funcionais distintas dos monócitos clássicos (11). 
Através de estudos utilizando a técnica de citometria de fluxo, foi possível distinguir-
se uma nova subpopulação dentro dos monócitos CD16+, levando à divisão destes em dois 
subtipos distintos. Assim, foi estabelecida uma nova nomenclatura para os três subtipos de 
monócitos: monócitos clássicos CD14++CD16-; monócitos intermédios CD14++CD16+; e 
monócitos não clássicos CD14+/-CD16++ ou CD14low/-CD16++ (o símbolo + denota uma 
expressão 10 vezes superior a um isótopo controlo, enquanto que o símbolo ++ denota uma 
expressão 100 vezes superior) (12) (Figura 2b). A nomenclatura de clássico, intermédio e 
não clássico resulta de uma relação aparente de desenvolvimento entre estas células; durante 
uma infeção, por exemplo, existe um aumento inicial de monócitos intermédios no sangue, 
seguido de um aumento dos monócitos não clássicos (12).  
Os monócitos clássicos correspondem a cerca de 85% dos monócitos totais circulantes, 
e parecem estar mais envolvidos em processos fagocitários do que os outros dois subtipos 
(10). Por outro lado, os monócitos intermédios, que representam apenas 5% dos monócitos 
totais (10), expressam os níveis mais elevados de moléculas do complexo major de 
histocompatibilidade (MHC) de classe II, envolvidas no processamento e apresentação de 
antigénios, indicando que este subtipo poderá ser o mais relacionado com a estimulação de 
linfócitos T por apresentação de antigénios (13). Os monócitos não clássicos mostram um 
comportamento de patrulha dos vasos sanguíneos, desempenhando várias funções efetoras 
durante a resposta inflamatória (14), evidenciadas também pela grande produção de citocinas 
Figura 2. Divisão de monócitos nas suas subpopulações de acordo com a sua expressão de CD14 
e CD16. a) Divisão em 2 subpopulações, sendo o grupo 1 correspondente aos monócitos clássicos 
e o grupo 2 aos monócitos CD16+. b) Divisão em 3 subpopulações, em que o grupo 1 
corresponde aos monócitos clássicos, o grupo 2 aos monócitos intermédios e o grupo 3 aos 








pro-inflamatórias por este tipo de monócitos, como o fator de necrose tumoral (TNF-α) e a 
interleucina 1β (IL-1β) (13). 
 
1.1.2. Células dendríticas 
As células dendríticas (DC) são um grupo de células bastante diverso que se encontram 
no sangue, tecidos periféricos e órgãos linfoides. Estas células partilham entre si um conjunto 
de propriedades fenotípicas e funcionais semelhantes, nomeadamente a sua morfologia, 
capacidade de motilidade, expressão elevada de moléculas MHC de classe I e II e de 
moléculas co-estimulatórias, e especialização da sua função através de um processo 
denominado maturação (6). A sua principal função é o processamento e apresentação de 
antigénios aos linfócitos T e B, sendo consideradas as principais células apresentadoras de 
antigénios (APC) do sistema imunitário. 
Como referido anteriormente, as células progenitoras das DC na medula óssea ainda 
não se encontram claramente definidas, podendo estas ter uma linhagem mieloide ou linfoide 
(Figura 1). Um estudo recente (15) sugere um novo elemento na hierarquia hematopoiética, 
um progenitor multi-linfoide (MLP) capaz de dar origem a células B, T e NK, mas também 
células mieloides, como monócitos, macrófagos e DC, sendo assim diferente de um 
progenitor linfoide, que apenas origina células da linhagem linfoide. Este estudo argumenta 
também que o MLP é o principal progenitor das DC, ao contrário da ideia anterior de que o 
progenitor mieloide seria a fonte principal de DC (16). Para além do desenvolvimento das 
DC na medula óssea, estas células podem também ser derivadas a partir de monócitos; 
nomeadamente, os monócitos podem diferenciar-se em DC no intestino, baço e músculos 
(17). 
No estado normal, as DC circulam no sangue ou residem nos tecidos ainda num estado 
imaturo, atuando como sentinelas imunológicas que reagem a agentes patogénicos ou 
moléculas estranhas ao organismo, bem como a sinais recebidos de outras células do sistema 
imunitário inato em casos como a resposta inflamatória. Estes sinais estimulam as DC a se 
diferenciarem em células maturas e especializadas no combate e transmissão da informação 
recebida aos linfócitos (18). Este processo de maturação leva a várias alterações nas 
características das DC. Fenotipicamente, as células passam a expressar níveis mais elevados 
de moléculas MHC de classe I e II e de recetores específicos das DC para a captura e 
processamento de antigénios, bem como de moléculas co-estimulatórias como CD40, CD80 
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e CD86 (18, 19). A maturação é também acompanhada de uma especialização da função das 
DC, que adquirem a capacidade de estimular linfócitos, em particular linfócitos T, para 
iniciar a imunidade adquirida. Para tal, ocorre uma mudança na atividade das DC, de uma 
célula envolvida na captura e processamento de antigénios para uma APC, com uma 
diminuição da endocitose e fagocitose de antigénios e um aumento da secreção de 
quimiocinas e citocinas, bem como um aumento da migração destas células para órgãos 
linfoides secundários, onde apresentam o antigénio capturado a células T específicas (18). 
Como células efetoras, as DC têm a capacidade de interagir com os linfócitos e assim 
iniciar uma resposta imunitária adquirida, tendo assim uma função imunogénica. 
Dependendo do estímulo recebido e do tipo de ativação, as DC podem induzir respostas de 
células TH1 (células T auxiliadoras do tipo 1) ou TH2, células T CD4
+ produtoras de IL-17, 
células T citotóxicas, e células T reguladoras (Treg) (20). Podem também estar envolvidas 
na indução de tolerância imunológica, por exemplo, através da captura de auto-antigénios 
de células em apoptose e apresentação destes a células T na ausência de mediadores 
inflamatórios, possuindo assim também uma função tolerogénica (Figura 3) (21). Embora 
ainda não se compreenda plenamente o papel das DC na indução de tolerância, pensa-se que 
estas células desempenham um papel relevante tanto na tolerância central como na tolerância 
periférica (3). 
 
Figura 3. Função imunogénica e função tolerogénica das DC. A apresentação de 
auto-antigénios por DC imaturas poderá levar à tolerância imunológica de linfócitos 
T auto-reativos. Por outro lado, a apresentação de antigénios por parte de DC 
ativadas leva à diferenciação de células T em células efetoras. Adaptado de (3). 
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1.1.2.1. Subtipos de células dendríticas no sangue 
Como referido anteriormente, as DC constituem um grupo heterogéneo de células 
presentes em diversos tecidos e órgãos do organismo. É possível dividir as DC em subtipos 
com base na sua localização, os seus progenitores, e a sua função (19). Na Figura 4 estão 
esquematizados os principais subtipos de DC que se encontram no sangue, tecidos e nódulos 
linfáticos. Neste trabalho, será dado especial atenção aos subtipos de DC presentes no 
sangue. 
No sangue, distinguem-se três subtipos de DC, as DC plasmacitoides (pDC) e dois 
subtipos de DC mieloides (mDC). Estas últimas apresentam em comum o facto de serem 
ambas positivas para moléculas MHC de classe II, nomeadamente HLA-DR, e negativas 
para marcadores de linhagem de outros leucócitos, como CD14 (monócitos), CD56 
(marcador das células NK), CD3 (marcador dos linfócitos T), CD19 e CD20 (marcadores 
dos linfócitos B) (4, 12). Estas células do sangue diferem das DC nos tecidos em 
determinadas características morfológicas, como a falta de dendrites e marcadores de 
Figura 4. Subtipos de DC presentes no sangue, tecidos epiteliais e nódulos linfáticos. As 
linhas a tracejado representam relação ainda não completamente definidas no organismo 
humano. GMP – progenitor dos granulócitos e macrófagos; LC – células de Langerhans. 
Adaptado de (4). 
9 
 
maturação das DC, e funcionais, pois em princípio não estão envolvidas na apresentação de 
antigénios (12). 
As mDC são células dendríticas que expressam marcadores associados à linhagem 
mieloide, como CD11b, CD11c, CD13 e CD33, e que, ao contrário dos monócitos, não 
expressam CD14 ou CD16, e podem ainda ser divididas em dois subgrupos de acordo com 
a sua expressão de CD1c+ e CD141+ (4, 12). Este tipo de DC não se restringe apenas ao 
sangue, existindo também nos tecidos periféricos e nos órgãos linfoides secundários, embora 
com características diferentes (22). Funcionalmente, as mDC do sangue são consideradas 
células sentinela imaturas que patrulham o organismo, capazes de passar pelo processo de 
maturação e ativar linfócitos T quando estimuladas in vitro, bem como células precursoras, 
devido à elevada expressão de certos marcadores mieloides, como o CD33 (12).  
As mDC CD1c+ representam a maioria das mDC presentes no organismo, 
correspondendo a cerca de 1% dos leucócitos mononucleares (4). Este subtipo está envolvido 
na ativação de linfócitos T CD4+ naïve, e produz níveis elevados de IL-8, uma quimiocina 
envolvida no recrutamento de monócitos, granulócitos e linfócitos, bem como de outras 
citocinas, como IL-6, IL-10, IL-12, TNF- α e IL-1β, em resposta a diferentes estímulos (4, 
23). São também capazes de apresentar antigénios aos linfócitos T CD8+ através de uma via 
de apresentação restrita a moléculas MHC de classe I, num processo denominado 
apresentação cruzada de antigénios (24). 
As mDC CD141+ constituem uma fração das mDC do sangue bastante inferior às mDC 
CD1c+, sendo cerca de 2 a 3% das DC do sangue (25), e 0.04% dos leucócitos mononucleares 
do sangue (26). Inicialmente, foi sugerido que este subtipo seria mais eficaz na apresentação 
cruzada de antigénios aos linfócitos T CD8+ comparativamente com os outros subtipos, com 
base na sua semelhança fenotípica com as DC CD8+ presentes no rato. Alguns estudos 
apoiaram esta proposta, mas o grupo de amostras analisado era muito pequeno, e a sua 
variabilidade ignorada (24, 27). Estudos subsequentes mostraram que as mDC CD1c+ 
também têm a capacidade de apresentar antigénios às células T CD8+, tendo a mesma 
eficácia que as mDC CD141+ na apresentação cruzada de antigénios em resposta a certos 
estímulos (27). 
As pDC foram inicialmente identificadas como uma população de células com uma 
morfologia semelhante aos plasmócitos, mas capazes de produzir níveis elevados de 
interferão do tipo I, nomeadamente interferão-α (IFN-α) (17). Estas células desenvolvem-se 
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na medula óssea, e entram em circulação no sangue no seu estado imaturo, onde constituem 
cerca de 0,2 a 0,8% das células mononucleares (28). Fenotipicamente, as pDC distinguem-
se das mDC pela expressão de CD123 e CD303 e baixos níveis de MHC II e de moléculas 
co-estimulatórias, e não expressam marcadores de linhagem mieloide e CD11c (4, 29). 
As pDC podem ser ativadas por vários estímulos, incluindo vírus, componentes 
microbianos, e IL-3 e CD40L (22). A resposta mais característica destas células a estes 
estímulos é a produção elevada de IFN do tipo I, podendo esta ser até 100 vezes mais potente 
em comparação com outros tipos de células (30). Esta diferença na secreção de IFN entre as 
pDC e outras células poderá dever-se a várias características deste subtipo de DC, 
nomeadamente: a sua morfologia celular, com um retículo endoplasmático rugoso bastante 
extenso; expressão de IRF7, molécula reguladora da expressão de IFN; sinalização por 
recetores toll-like (TLR), uma classe de PRRs, particularmente TLR7 e TLR9, que são 
expressos nas pDC e não nas mDC; e recetores específicos das pDC, que ajudam a regular 
os níveis de IFN libertado (22, 29). A secreção de IFN tipo I leva à ativação de células do 
sistema imunitário tanto inato como adquirido, como outras células dendríticas, células NK, 
e linfócitos B e T (30). 
 Para além da produção de IFN, a ativação das pDC leva também à libertação de outras 
citocinas, como a TNF-α, e à maturação destas células, que adquirem assim a capacidade de 
apresentar antigénios a células T naïve, embora não com tanta eficácia como as mDC, 
principalmente no que toca a antigénios exógenos (31). Estas células podem também realizar 
a apresentação cruzada de antigénios através das moléculas MHC de classe I, 
particularmente de antigénios solúveis, virais e celulares (27). A apresentação de antigénios 
pelas pDC pode levar à iniciação da resposta imunitária através da ativação dos linfócitos T; 
por outro lado, pode também levar à indução de tolerância nestas células pela diferenciação 
de células Treg no local de infeção e assim controlar a resposta imunitária e prevenir uma 
situação de imunopatologia (31). 
Devido à importância que as células dendríticas tomam na apresentação de antigénios 
tanto para iniciação da resposta imunitária como para indução de tolerância, vários estudos 
têm sido realizados para compreender o papel destas células em várias doenças e explorar o 




1.2. Resposta inflamatória e citocinas 
Quando o sistema imunitário inato interage com um agente patogénico, ocorre a 
libertação de certos mediadores pelas células, nomeadamente citocinas e quimiocinas, que 
dão início a uma resposta inflamatória. Esta resposta desempenha três funções: aumenta o 
número de moléculas e células efetoras no local da infeção, para assim aumentar a potência 
da resposta imunitária; induz a coagulação do sangue a nível local, criando uma barreira que 
impede a propagação da infeção para a corrente sanguínea; e promove a reparação de tecidos 
danificados (8). Para conseguir estes objetivos, a inflamação leva a algumas mudanças nos 
vasos sanguíneos, que se refletem nos seus sintomas característicos (dor, rubor, calor, e 
tumescência). Assim, a resposta inflamatória leva a um aumento do diâmetro vascular, e 
consequentemente a um aumento do fluxo sanguíneo e a uma redução da velocidade deste. 
Além disso, ocorre também a ativação das células endoteliais que revestem os vasos 
sanguíneos, de modo a que estas expressem moléculas de adesão celular e promovendo 
assim a ligação de leucócitos circulantes, bem como um aumento da permeabilidade 
vascular. Estas mudanças conduzem a um aumento da extravasão, isto é, migração de 
leucócitos para o local de infeção. 
As citocinas são proteínas solúveis, de massa molecular baixa (10-20 kDa), que 
participam na regulação da resposta imunitária e inflamatória, estando envolvidas no 
recrutamento de leucócitos circulantes no sangue periférico, bem como na regulação do 
crescimento e ativação deste tipo de células (5, 32). À semelhança das hormonas, as citocinas 
podem ter uma ação autócrina (em que o alvo é a mesma célula que as produz), parácrina 
(quando influenciam células vizinhas), e endócrina (quando são libertadas para o sangue e 
entram em circulação, atuando em células mais distantes) (5). A maioria das citocinas atuam 
de forma parácrina ou autócrina (1).  
As citocinas podem ser divididas em 6 famílias, de acordo com a sua estrutura e 
função: a família das citocinas IL-1; família das hematopoietinas, ou classe I; família dos 
interferões, ou classe II; família dos TNF; família da IL-17; e família das quimiocinas (1). 
Os membros da família da IL-1 são na sua maioria mediadores pró-inflamatórios, tal como 
os da família da IL-17, definida mais recentemente. As citocinas de classe I compõem a 
segunda maior família, agrupadas devido à sua estrutura, e estão envolvidas em diversos 
efeitos, como a proliferação e diferenciação de células do sistema imunitário e a secreção de 
anticorpos. As citocinas de classe II, por outro lado, estão envolvidas em respostas antivirais. 
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A família dos TNF pode induzir a apoptose ou sobrevivência das células, dependendo do 
seu ambiente fisiológico. 
As quimiocinas são uma família de citocinas cuja função é a mobilização das células 
imunitárias de um órgão ou tecido para outro, através de um processo denominado 
quimiotaxia (1). Assim, estas moléculas são quimioatratoras, capazes de influenciar as 
proteínas do citoesqueleto e a expressão de moléculas de adesão das células alvo, permitindo 
a movimentação destas para regiões onde há uma maior concentração de quimiocinas. As 
quimiocinas podem ser divididas em várias classes com base na sua estrutura, 
nomeadamente pelo número de aminoácidos entre dois resíduos de cisteína da molécula. As 
duas maiores classes de quimiocinas são CXC e CC. 
As citocinas desempenham um papel central na iniciação e resolução da resposta 
inflamatória, nomeadamente pela regulação da migração, diferenciação e polarização das 
células do sistema imunitário. A sua função como citocinas pró ou anti-inflamatórias 
depende da sua concentração local, do efeito combinado de outras citocinas presentes, e do 
estágio em que se encontra a resposta inflamatória (33). Como tal, são agentes importantes 
em doenças autoimunes e autoinflamatórias, como é o caso da artrite reumatoide, em que o 
sistema imunitário ataca o próprio organismo. Nestes casos, as citocinas podem influenciar 







2. Artrite Reumatoide 
A artrite reumatoide (AR) é uma doença inflamatória autoimune, multifatorial, que 
afeta cerca de 1% da população mundial; estima-se que, em Portugal, cerca de 40 mil pessoas 
sofrem desta doença (34). A AR é caraterizada por uma resposta autoimune que desencadeia 
a inflamação na membrana sinovial (tecido conjuntivo que reveste várias articulações do 
corpo), levando consequentemente à destruição da cartilagem e do osso e a várias 
complicações sistémicas, entre elas doenças cardiovasculares, pulmonares, e psicológicas. 
Doentes com esta doença podem apresentar vários sintomas, tanto a nível local 
(articulações) como sistémico; estes sintomas incluem: nas articulações, dor, hiperplasia, 
rigidez e dificuldade na mobilização; e a nível sistémico, uma sensação geral de fadiga e 
mal-estar, perda de peso, e anemia, para além das complicações já previamente referidas. 
Quando não detetada a tempo, a AR pode provocar erosão e lesões permanentes nas 
articulações muito rapidamente, podendo estas consequências manifestarem-se ao fim de 
apenas um ano (35). Assim, torna-se importante conseguir detetar a doença o mais 
rapidamente possível, a fim de se proceder a um tratamento intensivo e adequado do 
paciente, para se poder prevenir o desenvolvimento de lesões adicionais. 
Para se poder desenvolver terapias contra a artrite reumatoide, e prever e prevenir esta 
doença, é necessário ter-se um conhecimento aprofundado de como esta se desenvolve, bem 
como dos vários fatores e células do sistema imunitário envolvidos na sua fisiopatologia. 
 
2.1.  Fisiopatologia da Artrite Reumatoide 
A artrite reumatoide é considerada uma doença autoimune devido à presença de auto-
anticorpos no soro de quase todos os doentes. O primeiro auto-anticorpo a ser detetado foi o 
fator reumatoide (FR), em meados do século XX, estando presente em cerca de 80% dos 
doentes com artrite reumatoide (36). Este anticorpo liga-se à região Fc de imunoglobulinas, 
particularmente a Imunoglobulina G, e a sua presença está relacionada com um curso de 
doença mais agressivo. No entanto, o fator reumatoide não é específico para a AR, estando 
presente também em 5% da população saudável, e podendo também ser encontrado em 
outras doenças, como lúpus, hepatite B, e tuberculose, entre outras (37). Embora o FR não 




Existem outros auto-anticorpos que podem ser encontrados no soro de doentes com 
AR. Destes, os anticorpos anti-proteínas citrulinadas (ACPA) têm sido considerados como 
tendo um papel cada vez mais relevante, estando presentes em mais de 70% dos doentes com 
AR (38). Diversos estudos mostram que ACPA é mais sensível e mais específico para AR 
do que o fator reumatoide, não sendo geralmente detetado noutras doenças, e sendo portanto 
mais útil para diagnóstico da AR (38-40). Uma caraterística importante dos ACPA é que 
podem ser detetados no soro de doentes anos antes do início das manifestações clínicas da 
doença, podendo assim ter um potencial preditivo da doença e permitindo o diagnóstico da 
doença antes de esta atingir uma fase mais tardia e severa (41, 42). O FR é também detetado 
antes do desenvolvimento da AR; no entanto, não tem um valor preditivo tão elevado como 
ACPA (41). A presença ou ausência de auto-anticorpos, principalmente de ACPA, leva a 
fenótipos distintos da AR tanto clínica como geneticamente, como evidenciado na Figura 5 
(2). Em termos clínicos, a presença de ACPA está associada a um curso da doença mais 
agressivo, com uma atividade e mortalidade mais elevada do que no caso de ausência deste 
auto-anticorpo, e a lesões de nível mais severo observadas em exames radiológicos, bem 
como complicações sistémicas mais marcadas (43). No entanto, embora o curso da doença 
seja aparentemente diferente, doentes positivos para ACPA apresentam sinais e sintomas 
clínicos semelhantes a doentes negativos para este auto-anticorpo (44). 
Figura 5. Relação da evolução da AR com a presença ou ausência de ACPA. A presença de 
ACPA correlaciona-se com uma doença mais ativa e mortal, lesões mais severas e maiores 
complicações sistémicas, comparativamente com a ausência deste anticorpo. Adaptado de (2). 
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A presença de auto-anticorpos em doentes com AR levou à classificação desta doença 
como uma condição de autoimunidade. Para o desenvolvimento de uma resposta autoimune, 
são necessárias três condições (32). Primeiro, as células apresentadoras de antigénios devem 
expressar moléculas MHC que permitam apresentar o auto-antigénio em causa. Neste passo, 
a predisposição genética desempenha um papel bastante importante. Em segundo lugar, o 
indivíduo em questão deve produzir linfócitos T e, em alguns casos, linfócitos B, que sejam 
capazes de reconhecer o auto-antigénio e atuar contra este. Finalmente, é necessário que haja 
fatores ambientais, como infeções microbianas ou virais, que levem ao bloqueio dos 
mecanismos de tolerância que, em situações normais, permitem a eliminação dos linfócitos 
autorreativos. Assim, torna-se importante não só estudar as diferenças nas células do sistema 
imunitário, mas também os vários fatores de risco genéticos e ambientais que possam 
influenciar a suscetibilidade a esta doença autoimune. 
 
2.1.1. Fatores genéticos e ambientais 
A AR é uma doença complexa, onde vários fatores poderão estar envolvidos na 
suscetibilidade e desenvolvimento da doença. Estima-se que cerca de 60% da suscetibilidade 
à AR se deva a fatores de risco genéticos (45). Destes, o locus HLA-DR foi identificado 
como dos fatores de risco mais importantes, conferindo mais de um terço da suscetibilidade 
genética total (46). Foram já identificados vários outros genes de risco, como polimorfismos 
nos loci PTPN22 (47-49), STAT4 (50), TRAF1/C5 (51), e 6q23 (52). 
Existe uma associação entre a suscetibilidade à AR e os alelos de HLA-DRB1, uma 
região polimórfica (com vários alelos presentes numa população) do locus HLA. Estes alelos 
têm em comum uma sequência de aminoácidos (QKRAA, QRRAA ou RRRAA), 
denominada epítopo partilhado, localizadas nas posições 70 a 74 da terceira região 
hipervariável da cadeia DRβ (53). Estes resíduos fazem parte de uma α-hélice presente no 
local de ligação para apresentação de antigénios, podendo assim estar relacionados com o 
início da resposta autoimune. Este epítopo partilhado encontra-se fortemente associado com 
a suscetibilidade a artrite reumatoide positiva para FR e ACPA (54). De facto, pensa-se que 
os alelos de risco com epítopo partilhado estão relacionados com a presença de ACPA e o 
desenvolvimento destes anticorpos (55). 
Considerando que nem toda a suscetibilidade à doença pode ser explicada através de 
fatores de risco genéticos, pensa-se que também os fatores ambientais desempenham um 
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papel importante na maior ou menor suscetibilidade ao desenvolvimento desta situação 
patológica. Foram já identificados vários fatores de risco ambientais que influenciam a 
suscetibilidade à doença, como o fumo de tabaco, pó de sílica e outros pós derivados de 
minérios, óleos minerais, consumo elevado de cafeína, e mesmo o índice de massa corporal 
e influências hormonais (56-60). Fatores como o consumo de álcool ou o uso de 
contracetivos orais poderão ter um efeito protetor; no entanto, não existe concordância na 
literatura quanto a este facto (60-63). 
O tabagismo é o fator de risco ambiental mais bem estudado até agora (64, 65). Estudos 
mostram a sua grande influência na suscetibilidade à artrite reumatoide, em particular a 
associação da duração deste hábito com o aumento de risco de artrite reumatoide seropositiva 
(com presença de FR no sangue dos doentes) (65, 66), e a importância da interação deste 
fator com a predisposição genética, nomeadamente com os alelos de risco HLA que 
apresentam o epítopo partilhado. Um estudo demonstrou existir uma forte relação entre 
tabagismo e a presença de alelos de risco HLA-DRB1 com epítopo partilhado em doentes 
com artrite reumatoide seropositiva (67). Este estudo apresenta várias possibilidades quanto 
aos mecanismos que poderão estar por detrás da associação observada entre os dois fatores 
estudados: o fumo de tabaco poderá causar modificações nos potenciais auto-antigénios, 
como a citrulinação, ou transportar novos antigénios, que são depois apresentados aos 
linfócitos T por moléculas MHC classe II que possuem o epítopo partilhado; da mesma 
forma, substâncias presentes no fumo poderão atuar como adjuvantes, despoletando o 
sistema imunitário inato e causando assim o desenvolvimento da artrite reumatoide. Outro 
estudo confirmou esta relação entre tabagismo e presença de alelos de risco HLA em doentes 
positivos para ACPA, bem como uma suscetibilidade à doença mais de 20 vezes superior 
quando o indivíduo é portador de dois alelos de risco HLA-DR (68). Neste artigo, é 
apresentada uma hipótese para explicar a relação encontrada: a exposição a longo prazo ao 
fumo de tabaco induz a citrulinação de auto-antigénios presentes nos pulmões, despoletando 
assim uma resposta autoimune, preferencialmente em indivíduos portadores dos alelos de 
risco HLA-DR; esta resposta poderá ser iniciada anos antes das primeiras manifestações 
clínicas. Após esta primeira resposta, um segundo evento pode levar ao desenvolvimento de 
artrite não diferenciada; esta poderá ser temporária em indivíduos que não tenham sido ainda 
sujeitos a uma resposta autoimune contra proteínas citrulinadas, e, por outro lado, levar à 
artrite reumatoide crónica em indivíduos que passaram já pela primeira resposta autoimune. 
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Esta hipótese poderá assim revelar alguma etiologia da artrite reumatoide positiva para 
ACPA. 
Assim, a predisposição genética, quando aliada à exposição a fatores de risco 
ambientais, pode despoletar uma resposta autoimune num indivíduo através da perda de 
tolerância a auto-antigénios pelas células do sistema imunitário. 
 
2.1.2. Resposta autoimune e inflamação sinovial 
A origem da resposta inflamatória observada nas articulações de doentes com artrite 
reumatoide ainda não é clara, havendo vários fatores que poderão estar relacionados com o 
início desta resposta, como infeções microbianas ou virais, eventos biomecânicos e 
neurológicos, e disfunção microvascular (69). O início da inflamação sinovial está ligado a 
vários eventos, como a hiperplasia e hipertrofia do tecido sinovial, edema, dano 
microvascular, neovascularização, e infiltração por células mononucleares, como 
macrófagos, linfócitos T e B, e células dendríticas (37). A expressão de moléculas de adesão 
por parte das células endoteliais e a exposição destas a várias citocinas levam a várias 
alterações nestas células, que facilitam a entrada de células do sistema imunitário no tecido, 
levando assim a uma perpetuação da inflamação da membrana sinovial, situação 
denominada por sinovite. 
A angiogénese (processo de formação de novos vasos sanguíneos) é um dos eventos 
chave na perpetuação da inflamação crónica, sendo observada no pannus, que corresponde 
a uma camada anormal de tecido inflamado formada nas articulações afetadas pela doença, 
composto por várias células do sistema imunitário, vasos sanguíneos e células fibrosas, e 
que ocorre nos doentes com AR. Na artrite reumatoide, a sinóvia, ou membrana sinovial, é 
um ambiente caracterizado por uma situação elevada de hipoxia, que induz a expressão de 
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), um fator de crescimento responsável pelo 
desenvolvimento da angiogénese (70). Este fenómeno é regulado por vários fatores indutores 
e inibidores, como fatores de permeabilidade, enzimas degradantes de matriz, mitogénios, e 
citocinas pró-inflamatórias como a TNF-α, IL-1, IL-6, IL-15, e IL-18. Os novos vasos 
sanguíneos formados através da angiogénese fornecem nutrientes e oxigénio às células 
presentes na sinóvia e pannus, e promovem a migração de leucócitos circulantes no sangue 
periférico para o tecido, perpetuando assim a resposta inflamatória e consequentemente a 
situação de sinovite. 
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A migração de leucócitos para o tecido e fluido sinovial é responsável pelo aumento 
do seu número no local de inflamação, bem como a um aumento dos produtos libertados por 
estas células, como citocinas e quimiocinas. A produção e libertação destas moléculas parece 
estar relacionada com muitas das manifestações da AR, como a inflamação observada no 
tecido e fluido sinoviais, proliferação de células da sinóvia, dano na cartilagem e no osso, e 
várias complicações sistémicas consequentes da doença (37). O ambiente rico em citocinas 
e quimiocinas leva também à ativação de fenótipos característicos de várias células do 
sistema imunitário, como por exemplo os linfócitos T, que são ativados e se diferenciam em 
linfócitos T helper 17 (TH17) por estimulação com interleucina 6 (IL-6). Estas células 
produzem vários mediadores da resposta inflamatória, principalmente IL-17, que estimulam 
a osteoclastogénese e a produção de citocinas pró-inflamatórias e metaloproteinases (MMPs) 
por monócitos, macrófagos e fibroblastos, levando assim à perpetuação da inflamação 
sinovial e ao dano articular (71). 
 
2.1.3. Dano estrutural e complicações sistémicas 
O estado de inflamação crónica característico da AR leva, com o passar do tempo, à 
invasão da cartilagem e do osso adjacentes à sinóvia, promovendo assim a destruição 
articular, mediada pela atividade de osteoclastos, condrócitos e fibroblastos sinoviais (69). 
Os osteoclastos, particularmente, desempenham um papel importante na reabsorção óssea, e 
consequente erosão. 
As células presentes no tecido sinovial inflamado, principalmente no tecido adjacente 
à superfície do osso, poderão ser uma fonte de fator de diferenciação de osteoclastos (ODF), 
bem como de células precursoras de osteoclastos, denominadas pré-osteoclastos. Além 
disso, a presença de fibroblastos sinoviais e linfócitos T ativados poderão levar à 
diferenciação de células da linha monócito e macrófago em osteoclastos (72).  
Os osteoclastos são células multinucleadas que são responsáveis pela reabsorção 
óssea, através da degradação da matriz óssea, e que, em número elevado, levam à 
osteoporose, um dos eventos observados em doentes com AR. Numa situação normal, a 
reabsorção óssea mediada pelos osteoclastos é contrabalançada pela ação dos osteoblastos, 
que são responsáveis pela formação do osso. No entanto, esta ação está praticamente ausente 
em doentes com artrite reumatoide, devido a vários fatores, como a produção de TNF-α, que 
inibem a maturação e função dos osteoblastos nos locais de erosão óssea (73). 
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Existem várias citocinas envolvidas na degradação da cartilagem e do osso na AR. Por 
exemplo, a IL-1β e, em menor grau, TNF-α induzem a expressão de MMPs e inibem a síntese 
de matriz, contribuindo assim para a degradação da cartilagem (69). Estas duas citocinas 
estão também envolvidas na indução da expressão de moléculas de adesão em células 
endoteliais e recrutamento de neutrófilos, que, através da libertação de proteases, levam à 
degradação de proteoglicano e, consequentemente, à precipitação de complexos imunes e à 
exposição de condrócitos, células envolvidas na degradação do tecido conetivo e portanto 
no dano articular observado na AR (71). 
Ao nível esquelético, para além da erosão articular e óssea já abordada, a AR é 
caracterizada por osteopenia, isto é, perda da densidade mineral óssea, e osteoporose geral, 
uma doença óssea progressiva caraterizada por uma diminuição da massa e densidade óssea 
e que pode levar a fraturas (74). Certos grupos de doentes com AR, como mulheres em pós-
menopausa (75), poderão ser mais afetados do que outros, devido à presença de outros 
fatores de risco que contribuem também para o aparecimento das condições ósseas 
mencionadas. A osteoporose está ligada a vários fatores, como a ativação de osteoclastos 
anteriormente mencionada, e o uso de corticosteroides na terapêutica, que afetam o 
metabolismo ósseo e, em concentrações mais elevadas, podem mesmo levar a fraturas no 
esqueleto (76, 77). 
Os vários mediadores inflamatórios presentes nas articulações afetadas podem entrar 
em circulação no sangue, promovendo assim várias complicações a nível sistémico, 
principalmente a nível ósseo, cardiovascular, e neurológico. A AR encontra-se associada a 
um aumento de risco de doenças cardiovasculares, como enfarte do miocárdio (78), sendo 
estas um dos principais fatores de mortalidade da doença (79). O aumento de risco de 
doenças cardiovasculares em doentes com artrite reumatoide parece ser independente dos 
fatores de risco tradicionalmente associados a estas doenças, como idade, índice de massa 
corporal, tabagismo, diabetes mellitus, e hipercolesterolemia (80). Outros fatores podem 
contribuir para o aumento deste risco, como por exemplo a presença de citocinas circulantes 
produzidas nas articulações inflamadas, como é o caso do TNF-α, IL-1β e IL-6. Estas 
citocinas podem contribuir para a aterogénese, isto é, para a formação de placas 
ateromatosas, promover o stress oxidativo e a disfunção endotelial, aumentando o risco de 
doenças cardiovasculares, e aumentar a resistência dos tecidos à insulina, aumentando o 
risco de diabetes e dislipidémia (81). 
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Existem outros tecidos que são afetados pelos mediadores inflamatórios libertados 
para a circulação durante o desenvolvimento da AR, como os olhos, pele, pulmões, rins, 
entre outros (74). Uma descoberta frequente em doentes com AR é a presença de uma anemia 
normocrómica normocítica, ou anemia das doenças crónicas, caracterizada por baixos níveis 
de ferro, afetando 33% a 60% dos doentes (82). Existe também um maior risco associado ao 
aparecimento de linfomas malignos e cancro do pulmão (83). 
 
2.2. Critérios de classificação da AR 
Numa tentativa de classificação de doentes com AR, em 1987, um comité do Colégio 
Americano da Reumatologia (ACR, previamente conhecido como Associação Americana 
do Reumatismo, ARA) (84) estabeleceu critérios de classificação a partir da revisão de 
critérios estabelecidos anteriormente e do estudo e análise de doentes com artrite reumatoide, 
quando comparados a um grupo de controlo. No total, foram definidos 7 critérios: rigidez 
matinal, artrite em três ou mais áreas articulares (num total de 14 áreas possíveis), artrite em 
pelo menos 1 articulação da mão, artrite simétrica, nódulos reumatoides, presença do auto-
anticorpo fator reumatoide no soro do paciente, e alterações observada em exames 
radiológicos. Para um paciente ser diagnosticado com AR, este teria que apresentar pelo 
menos 4 dos 7 critérios. 
Estes critérios de classificação foram amplamente utilizados para diagnosticar doentes 
até 2010, ano em que a Liga Europeia contra o Reumatismo (EULAR) (85) estabeleceu 
novos e melhorados critérios para esta doença. De facto, os critérios estabelecidos em 1987, 
embora adequados para definir a doença, não eram indicados para definir doentes num 
estado mais precoce de AR, uma classificação que se tornava cada vez mais necessária para 
os vários estudos em curso e o desenvolvimento de novas terapias com vista a prevenir a 
doença. Assim, estes novos critérios de classificação visam fundamentalmente o diagnóstico 
de novos doentes, que apresentem uma condição de sinovite em pelo menos uma articulação 
que não possa ser explicada por outra doença, atribuindo-lhes uma pontuação de 0-10 a partir 
de: envolvimento articular (apresentação de articulações inchadas ou sensíveis), serologia 
(presença de auto-anticorpos FR e/ou ACPA), reagentes de fase aguda (CRP e/ou ESR), e a 
duração de sintomas. É atribuída a classificação de “artrite reumatoide estabelecida” a 
doentes com uma pontuação igual ou superior a 6. Doentes com uma pontuação inferior, 
embora não possam ser classificados como tendo artrite reumatoide, poderão cumprir os 
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critérios numa altura mais tardia, e portanto não podem ser excluídos como possíveis doentes 
com AR. 
Os critérios de classificação do ACR e da EULAR são indicados para o diagnóstico de 
novos doentes. No entanto, é também importante estabelecer uma classificação para a 
avaliação da atividade da doença e da resposta de um paciente a uma determinada 
terapêutica. Para tal, vários métodos foram já desenvolvidos, como: DAS (Índice da 
Atividade da Doença), baseado no índice de articulações de Ritchie, no número de 
articulações inchadas (num total de 44 articulações), na taxa de sedimentação eritrocitária e 
na saúde geral do paciente (86); DAS28, uma versão mais simples do DAS, que difere na 
utilização da contagem de 44 articulações, utilizando-se apenas 28 articulações neste caso, 
e do índice de Ritchie (87); SDAI (Índice Simplificado da Atividade da Doença), que 
envolve a contagem de articulações inchadas e sensíveis (num total de 28), avaliação global 
da atividade da doença pelo paciente e pelo médico, e níveis de proteína C reativa (88); e 
CDAI (Índice Clínico da Atividade da Doença), uma versão simplificada do SDAI, em que 
os níveis de proteína C reativa não são utilizados para a determinação da atividade da doença 
(89). Estes quatro índices foram recentemente comparados num estudo sistemático da 
literatura disponível (90), onde se concluiu que todos eles são válidos na avaliação da 
atividade da doença. 
A classificação segundo o DAS28 tem especial relevo neste trabalho, pois é a partir desta 
que se irão categorizar os doentes estudados entre doentes com doença ativa e inativa. A 
partir da fórmula utilizada para calcular o DAS28, é atribuído um número entre 0 e 10 a cada 
paciente, indicando a atividade atual da doença. Se o valor do DAS28 for superior a 5.1, 
então a doença tem uma atividade alta; por outro lado, um valor inferior a 3.2 indica uma 
atividade baixa da doença. Caso o DAS28 esteja abaixo de 2.6, considera-se que o paciente 
se encontra em remissão (91). 
 
2.3. O papel dos monócitos e das células dendríticas na fisiopatologia da 
Artrite Reumatoide 
Vários estudos têm sido realizados para compreender o papel das células do sistema 
imunitário inato na fisiopatologia da AR (92), que parece estar continuamente ativado em 




Os monócitos e macrófagos assumem um papel fundamental no processo inflamatório. 
Durante este processo, os monócitos são recrutados para o local de inflamação, onde se 
diferenciam em macrófagos e participam na perpetuação ou resolução da resposta 
inflamatória. Na AR, os monócitos expressam marcadores de ativação e infiltram-se na 
membrana sinovial inflamada, contribuindo para a patogénese da doença através da 
produção exacerbada de citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α, IL-1 e IL-6 (93), e da 
diferenciação em osteoclastos, envolvidos na reabsorção e erosão óssea (94). Os monócitos 
interagem também com os linfócitos T, podendo este contacto levar ao desenvolvimento de 
células TH17, e ter consequências na destruição da cartilagem (94). 
Têm sido realizados alguns estudos para avaliar e quantificar os vários subtipos de 
monócitos no sangue periférico de doentes com AR. Um primeiro estudo identificou uma 
maior frequência de monócitos CD16+ em indivíduos afetados pela doença, principalmente 
em casos de doença ativa (95). Este grupo de monócitos produz níveis elevados de TNF-α e 
IL-12 e níveis bastante baixos de IL-10, o que leva a crer que têm um papel mais pró-
inflamatório do que os monócitos clássicos (11). Estudos subsequentes mostraram que este 
aumento da frequência de monócitos CD16+ corresponde de facto a um aumento dos 
monócitos intermédios (96, 97). Esta subpopulação apresenta uma menor expressão de 
marcadores de ativação, como CD45RA, o que poderá refletir a migração destes monócitos 
ativados para a sinóvia inflamada. Esta migração é possível devido às moléculas de adesão 
expressas nas células endoteliais e ao gradiente de quimiocinas libertadas no local de 
inflamação. Destas, destaca-se a fractalcina (FKN), a única quimiocina pertencente à classe 
CX3C, e que desempenha uma função dual como molécula de adesão e molécula 
quimioatratora (98). O recetor para esta quimiocina, CX3CR1, é expresso pelos monócitos, 
nomeadamente monócitos CD16+ (99). Na AR, a FKN está implicada não só na migração 
dos monócitos, como também na promoção da angiogénese e reabsorção óssea (100). 
Tal como os monócitos, as células dendríticas estão implicadas na patogénese da AR, 
nomeadamente através do seu envolvimento na perda de tolerância imunológica, na 
apresentação de auto-antigénios, e na perpetuação da resposta inflamatória através da 
libertação de mediadores pró-inflamatórios (101). Estudos mostram uma diminuição do 
número de mDC e pDC no sangue periférico de doentes com AR, e um aumento destas na 
sinóvia inflamada (102-104), bem como um aumento da expressão de HLA-DR e de 
moléculas co-estimulatórias pelas mDC presentes neste local (104). Tal indica uma 
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extravasão das DC para o local de inflamação e um aumento da sua função, e apoia o seu 
potencial papel na patogénese da doença. 
Para além do seu envolvimento na iniciação da resposta imunitária e perpetuação da 
inflamação, as DC poderão também participar na indução de tolerância, nomeadamente as 
pDC, que participam na diferenciação de Treg e exibem um fenótipo tolerogénico, sendo 
capazes de modular a resposta inflamatória em doentes com AR (105, 106). As DC capazes 
de induzir e manter a tolerância imunológica, DC tolerogénicas (tolDC), são consideradas 
uma estratégia promissora para a terapia de doenças autoimunes como a AR, e têm sido alvo 
de investigação recente, tendo sido feitos já alguns ensaios clínicos para testar o seu potencial 
na imunoterapia destas doenças (106, 107).  
Existem várias moléculas que podem ser analisadas para uma melhor compreensão do 
estado de ativação e da função tanto de monócitos como de DC. Por exemplo, a molécula 
HLA-DR, envolvida na apresentação de antigénios a linfócitos T CD4+, encontra-se 
aumentada nos monócitos (97, 108) e mDC na sinóvia de doentes com AR, indicando um 
envolvimento destas células na estimulação da resposta das células T.  
A molécula CD33 é um recetor transmembranar que se liga a oligossacarídeos que 
contenham ácido siálico e que funciona como molécula de adesão, sendo expressa 
principalmente em células mieloides (1). Pensa-se que esta proteína desempenha um papel 
importante na modulação da resposta imunológica, nomeadamente um papel inibitório, 
através da inibição da ativação e proliferação celular, da indução da apoptose, e da regulação 
da produção de citocinas, aumentando a produção de citocinas anti-inflamatórias e 
suprimindo a produção de citocinas pró-inflamatórias (109, 110). 
Outras moléculas podem também ser utilizadas para avaliar o grau de ativação das 
células, como CD300e (recetor imune expresso por células mieloides, IREM-2), um recetor 
da família CD300 envolvido na regulação de respostas imunológicas e inflamatórias, e que 
é expresso apenas em células maturas da linhagem mieloides, estando presente 
maioritariamente nos monócitos CD14++ e mDC (111). A sinalização através de CD300e 
leva à ativação dos monócitos e mDC, induzindo a secreção de citocinas pró-inflamatórias, 
como TNF-α, bem como um aumento da expressão de moléculas co-estimulatórias e da 
sobrevivência das células (111, 112). No entanto, embora implicada na perpetuação da 





Para este trabalho, estabeleceram-se os seguintes objetivos: 
 Quantificação e caracterização fenotípica das diferentes subpopulações de 
monócitos (monócitos clássicos, intermédios e não clássicos) e células 
dendríticas (DC mieloides e DC plasmacitoides) no sangue periférico de 
doentes com AR, e comparação destes resultados com um grupo controlo; 
 Separação das várias subpopulações celulares para estudo da expressão génica, 
no mesmo grupo de doentes e de controlo, das citocinas TNF-α, IL-10, IL-12 
e CX3CR1; 
 Correlação dos resultados obtidos nas várias etapas com parâmetros de 





Materiais e Métodos 
1. Caracterização da amostra 
No desenvolvimento deste trabalho, foram analisadas um total de vinte e três (23) 
amostras de sangue periférico de indivíduos com Artrite Reumatoide, seguidos no Serviço 
de Reumatologia do Centro Hospitalar Universitário de Coimbra e diagnosticados segundo 
os critérios de classificação da doença da Sociedade Americana de Reumatologia. O grupo 
de doentes com AR foi constituído por um total de 17 indivíduos do sexo feminino e 6 do 
sexo masculino, com uma média de idades de 52,47±10,19 anos e 51,17±8,08 anos, 
respetivamente. Na Tabela 1 encontram-se as características clínicas do grupo de doentes 
em estudo. 
O grupo controlo foi constituído por 14 indivíduos do sexo feminino e 4 indivíduos do 
sexo masculino, com uma média de idades de 44,9 ± 9,5 anos e 48,0 ± 4,1 anos, 
respetivamente, recrutados no Instituto Português do Sangue e Transplantação.  
Todos os participantes foram devidamente informados acerca do estudo e assinaram 
um consentimento informado. Todas as amostras de sangue periférico foram colhidas num 
tubo com EDTA. 
 
2. Quantificação e caracterização fenotípica de monócitos, DC e 
suas subpopulações 
150 µL de sangue periférico de um tubo com EDTA foram transferidos para um tubo 
de citómetro. De seguida, procedeu-se à marcação com os anticorpos monoclonais de 
superfície indicados na Tabela 2, excetuando o anticorpo monoclonal anti-CD68-FITC. O 
volume adicionado de cada anticorpo correspondeu ao volume recomendado pelo respetivo 
fabricante. O tubo foi posteriormente agitado no vórtex e incubado no escuro durante 15 
minutos à temperatura ambiente, para se poder atingir as condições ótimas de ligação dos 





Tabela 1. Características sociais e clínicas dos indivíduos pertencentes ao grupo de doentes em 
estudo. 
 Doentes com AR (n=23) 
% sexo feminino 73,9 
Idades (média ± 
desvio padrão) 
Sexo masculino 51,17±8,08 
Sexo feminino 52,47±10,19 
FR (%) 78,3 
ACPA (%) 73,9 
Tabagismo 
% fumadores 21,7 
% ex-fumadores 8,70 
DAS28 (média ± desvio padrão) 2,79±1,52 
Prednisolona 
% 73,9 
Dose média (mg/dia) 4,45±1,51 
Metrotexato 
% 78,3 
Dose média (mg/sem) 16,5±6,25 
Salazopirina 
% 34,8 
Dose média (mg/dia) 2375±518 
Hidroxicloroquina 
% 26,1 
Dose média (mg/dia) 400 
AINE % 56,5 
 
Após esse tempo, adicionou-se 150 µL do reagente fixante (solução 1) do kit de fixação 
e permeabilização IntraPrep™ (Beckman Coulter, EUA), para fixar as células. Agitou-se o 
tubo vigorosamente no vórtex, e incubou-se novamente no escuro durante 15 minutos à 
temperatura ambiente. De seguida, adicionou-se 2 mL de tampão fosfato-salino (PBS pH 
7.4, 1x) (Gibco®, Life Technologies, Paisley, Reino Unido) ao tubo, centrifugou-se o tubo 
durante 5 minutos a 1500 rpm e decantou-se o sobrenadante.  
Para induzir a permeabilização dos leucócitos e lisar os eritrócitos presentes, 
adicionou-se 150 µL do reagente permeabilizante (solução 2) do kit IntraPrep™, e 
homogeneizou-se a mistura com cuidado com o auxílio de uma pipeta de Pasteur. De 
seguida, incubou-se no escuro durante 5 minutos, antes de adicionar o anticorpo monoclonal 
intracitoplasmático anti-CD68-FITC, procedendo-se de seguida a uma nova incubação 
durante 15 minutos. 
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Após este passo, procedeu-se a duas lavagens da amostra, adicionando-se para tal 2 
mL de PBS (Gibco), homogeneizando-se e centrifugando durante 5 minutos a 1500 rpm, e 
finalmente decantando o sobrenadante. No final, ressuspendeu-se a amostra em 250 µL de 
PBS. 
 
Tabela 2. Painel de anticorpos monoclonais utilizados na marcação para aquisição da amostra por 
Citometria de Fluxo. O prefixo “cy-“ denota o anticorpo monoclonal intracitoplasmático utilizado. 
Anticorpo 
monoclonal 
Fluorocromo Clone Marca País 
Anti-CD14 
Peridinin Chlorophyll 
Protein Cyanine 5.5 
(PerCP-Cy 5.5) 
M5E2 BD Pharmingen 
San Diego, 
California, EUA 
Anti-CD16 Pacific Blue (PB) 3G8 BD Pharmingen 
San Diego, 
California, EUA 
Anti-CD45 Krome Orange (KRO) J.33 Beckman Coulter Marselha, França 
Anti-CD33 
R-Phycoerythrin 
Cyanine 7 (PeCy7) 
D3HL60.
251 










G46-6 BD Pharmingen 
San Diego, 
California, EUA 






Ki-M7 An Der Grub Viena, Áustria 
 
Após a marcação intracitoplasmática, a amostra foi adquirida no citómetro de fluxo 
FACSCanto™ II (BD Biosciences, California, EUA), com recurso ao software FACSDiva 
6.1.2 (BD Biosciences). Estabeleceu-se um mínimo de 400 000 eventos adquiridos por 
amostra. 
Os resultados obtidos foram posteriormente analisados através do software Infinicyt™ 
1.5 (Cytognos, Salamanca, Espanha), procedendo-se assim à identificação, quantificação e 
caracterização fenotípica das células em estudo. Na Figura 6 está representada a estratégia 
utilizada para a identificação das várias subpopulações de interesse. Utilizou-se o método 







Figura 6. Representação gráfica da estratégia utilizada para a identificação das diferentes 
populações de monócitos e DC: monócitos clássicos (laranja); monócitos intermédios HLA-DR+ 
(azul claro); monócitos intermédios HLA-DR++ (azul escuro); monócitos não clássicos (roxo); 
mDC (verde claro); pDC (vermelho). 
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3. Caracterização funcional de monócitos, DC e suas 
subpopulações 
3.1. Separação celular das subpopulações por Citometria de Fluxo 
Para a separação e purificação celular das várias subpopulações em estudo, foram 
transferidos 4 mL de amostra para um tubo de Falcon de 15 mL, e adicionou-se 10 mL de 
cloreto de amónia (NH4Cl 0.155 M), deixando-se repousar na horizontal durante 20 minutos 
para a lise dos eritrócitos. De seguida, o tubo foi centrifugado durante 5 minutos a 1500 rpm 
e o sobrenadante foi descartado. 
Procedeu-se à marcação da amostra com os anticorpos monoclonais de superfície 
indicados na Tabela 3, adicionando-se a quantidade de cada anticorpo recomendada pelo 
respetivo fabricante. O tubo foi posteriormente agitado no vórtex e deixado a incubar no 
escuro durante 20 minutos à temperatura ambiente. 
 
Tabela 3. Painel de anticorpos monoclonais utilizados na marcação para separação celular das 
subpopulações por citometria de fluxo. 
 
Após esse tempo, o tubo foi novamente centrifugado durante 5 minutos a 1500 rpm, e 
descartou-se o sobrenadante. De seguida, ressuspenderam-se as células em cerca de 1 mL de 
PBS 1x (Gibco). 
A separação celular foi efetuada com recurso a um citómetro de fluxo FACSAria™ II 
(BD Biosciences). Centrifugou-se posteriormente cada fração obtida durante 5 minutos a 
2000 rpm, e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi ressuspenso em 350 µL de tampão 




Fluorocromo Clone Marca País 
Anti-CD14 PerCP-Cy 5.5 M5E2 BD Pharmingen 
San Diego, 
California, EUA 
Anti-CD16 PE 3G8 Beckman Coulter Marselha, França 
Anti-CD45 KRO J.33 Beckman Coulter Marselha, França 
Anti-CD33 PeCy7 D3HL60.251 Beckman Coulter Marselha, França 
Anti-CD123 APC 7G3 BD Pharmingen 
San Diego, 
California, EUA 
Anti-HLA-DR FITC Immu-357 Beckman Coulter Marselha, França 
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3.2. Extração de RNA total e síntese de cDNA 
A amostra foi transferida para um tubo de 2 mL livre de RNases. A extração do RNA 
total foi realizada com o RNeasy Micro Kit (Qiagen) e com recurso ao QIAcube (Qiagen), 
de acordo com as instruções do fornecedor. 
Após extração, realizou-se a síntese de cDNA das subpopulações de células dendríticas 
através do RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit #K1622 (Thermo Scientific, 
Lafayette, Colorado, EUA), adicionando-se, para cada fração, as quantidades de reagentes 
indicadas na Tabela 4, juntamente com 8 µL de RNA total. A síntese de cDNA das 
subpopulações de monócitos foi realizada com recurso ao kit iScript™ Reverse 
Transcription Supermix #170-8841 (Bio-Rad, Califórnia, EUA), adicionando-se, para cada 
fração, 4 µL de iScript RT Supermix, 8 µL de água livre de nucleases, e 8 µL de RNA total. 
 
Tabela 4. Quantidades de reagentes utilizados para a síntese de cDNA a partir de RNA total, para uma reação, a 
partir do RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit. 
Reagente Quantidade 
Primer “Random Hexamer” 1 µL 
Primer Oligo (dT)18 1 µL 
H2O livre de nucleases 2 µL 
Tampão de reação 5x 4 µL 
Inibidor de RNases RiboLock 1 µL 
Mix de dNTP 10 Mm 2 µL 
Transcriptase reversa (RT) RevertAid M-MuLV (200 U/ µL) 1 µL 
Volume total 12 µL 
 
De seguida, os tubos foram agitados brevemente para homogeneização, e incubados 
no termociclador DNAEngine© Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad) de acordo com o seguinte 
programa: 5 minutos a 25ºC, 60 minutos a 42ºC, 10 minutos a 85ºC. No final, o produto da 
síntese foi armazenado a -20ºC. 
 
3.3. Análise da expressão génica de citocinas por qPCR 
Utilizou-se a técnica de PCR em tempo real para a quantificação relativa da expressão 
génica de citocinas por parte de cada subpopulação em estudo. Antes da preparação das 
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reações, diluiu-se a amostra de cDNA por um fator de 1.6x, adicionando-se para tal 12 µL 
de H2O livre de nucleases aos 20 µL de cDNA. 
Para cada reação de qPCR, foram adicionados 5 µL de QuantiTect SYBR® Green PCR 
Master Mix 1x (Qiagen), 1 µL de QuantiTect Primer Assay 1x (Qiagen) ou 0,5 µL de 
forward primer e 0,5 µL de reverse primer da TIB-MolBiol (Berlim, Alemanha), 
equivalente ao primer a testar, 1 µL de H2O livre de nucleases e 3 µL de amostra. Os primers 
utilizados da QuantiTect foram IL-10 (QT00041685) e IL-12A (QT00000357), e da TIB-
MolBiol RTTNF-AF (5’-TCT CGA ACC CCG AGT GAC AA -3’), RTTNF-AR (5’- TCA 
GCC ACT GGA GCT GCC -3’), RTCX3CR1F (5’- TGA CTG GCA GAT CCA GAG GTT 
-3’) e RTCX3CR1R (5’- TTC TGT CAC TGA TTC AGG GAA CTG -3’) (113). A placa de 
qPCR foi posteriormente agitada e centrifugada brevemente. 
As reações foram efetuadas no instrumento LightCycler® 480 II (Roche Diagnostics, 
Rotkreuz, Switzerland), seguindo o programa: 1 ciclo de 10 minutos a 95ºC (ativação), 50 
ciclos de 10 segundos a 95ºC (desnaturação), 20 segundos a 55ºC (annealing) e 30 segundos 
a 72ºC (extensão), e 1 ciclo para a curva de melting, e finalmente 1 ciclo de 10 segundos a 
40ºC para arrefecimento. Após a reação, os resultados foram analisados com recurso ao 
software LightCycler® 480 v1.5 (Roche Diagnostics).  
Para a normalização dos dados, foram escolhidos dois genes de referência para cada 
subpopulação com recurso ao software geNorm v3.4 (Ghent University Hospital, Center for 
Medical Genetics, Bélgica). Todos os genes de referência testados foram QuantiTect Primer 
Assay 1x (Qiagen). Os genes de referência escolhidos para os monócitos clássicos foram 
CYC1 (QT00209454) e RRN18S (QT00199367), para os monócitos intermédios DR+ e 
DR++ SF3A1 (QT00061257) e CYC1, para os monócitos não clássicos UBC (QT00234430) 
e RRN18S, para as mDC UBC e SF3A1, e para as pDC RRN18S e SF3A1. 
A quantidade relativa de cada gene foi calculada a partir do método ΔCT, assumindo-
se uma eficácia de 2. A normalização do gene foi calculada a partir da fórmula 
𝑞𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎
𝑓𝑎𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑧𝑎çã𝑜
, tendo-se utilizado o software geNorm para determinar o fator de 




4. Análise estatística 
A análise e tratamento estatístico dos dados obtidos foi feita através do software IBM 
SPSS Statistics 22.0 (IBM, Nova Iorque, EUA). Utilizou-se o teste U de Mann-Whitney para 
determinar se havia significado estatístico na comparação entre o grupo controlo e o grupo 
de doentes em estudo. Para a correlação dos resultados obtidos com o índice DAS dos 
doentes, utilizou-se o coeficiente de Pearson para testar o seu significado estatístico. A 
comparação dos dados de amplificação (presença ou ausência de amplificação do gene) foi 
realizada através do teste de χ2. 
Os resultados apresentados estão expressos como média±desvio padrão. Para as 
correlações, considerou-se haver uma correlação forte para coeficientes entre 0,7 e 1, 
moderada para coeficientes entre 0,5 e 0,7, e fraca para coeficientes entre 0,3 e 0,5. Para 
coeficientes inferiores a 0,3, considerou-se não haver uma correlação linear. Considerou-se 








1. Quantificação de monócitos, DC e suas subpopulações 
1.1. Frequência das subpopulações de monócitos 
Atualmente, é possível identificar-se vários subtipos de monócitos com base nas 
moléculas expressas por estes tanto a nível membrana como intracelular. Neste trabalho, 
foram identificadas e caracterizadas quatro subpopulações de monócitos com base na sua 
expressão de CD14, CD16 e HLA-DR, como referido anteriormente, tendo-se procedido à 
quantificação destas subpopulações no sangue periférico de um grupo de doentes com AR e 
de um grupo controlo. Assim, identificaram-se as seguintes populações: monócitos clássicos 
(CD14++/CD16-/HLA-DR+/CD33+/CD123-/IREM-2+/CD68+); monócitos intermédios 
(CD14+/CD16+/CD33+/CD123dim/ IREM-2++/CD68++), divididos segundo a sua expressão 
de HLA-DR em monócitos intermédios HLA-DR+ e HLA-DR++; e monócitos não clássicos 
(CD14-/CD16++/HLA-DR+/CD33dim/CD123+/IREM-2+/CD68++). 
Através da análise da Tabela 5, onde se registaram os resultados obtidos, observou-se 
que a frequência e valor absoluto de monócitos não clássicos encontram-se diminuídos no 
sangue periférico de doentes com AR em comparação com controlos saudáveis, bem como 
a sua percentagem dentro dos monócitos totais, sendo essas diferenças estatisticamente 
significativas. Também o valor absoluto da subpopulação de monócitos intermédios HLA-
DR+ se encontrava diminuído, comparativamente ao grupo controlo. Pelo contrário, a 
frequência relativa de monócitos clássicos encontrava-se aumentada no grupo de doentes.  
Quando se analisou os vários parâmetros para os monócitos e cada subpopulação em 
função do índice DAS dos doentes, foi encontrada uma correlação fraca positiva entre o 











Tabela 5. Quantificação de monócitos e suas subpopulações em sangue total (percentagem e valor 
absoluto em nº de células/µL), e percentagem das subpopulações dentro dos monócitos. 











l % 6,78±1,87 5,97±1,53 






s % 5,58±1,58 4,89±1,49 
% subtipo 83,06±3,35 86,59±4,33* 











 % 0,090±0,036 0,050±0,032* 
% subtipo 1,37±0,34 1,27±0,99 












 % 0,28±0,11 0,26±0,078 
% subtipo 4,51±1,51 5,52±1,83 








s % 0,77±0,28 0,41±0,22* 
% subtipo 11,42±2,82 7,49±3,28* 
cél/µL 42,51±14,16 31,82±18,08* 







Figura 7. Correlação do número absoluto de monócitos clássicos 
(y=240+28,3x, r2=0,104) com o índice DAS dos doentes com AR. 
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1.2. Frequência das subpopulações de células dendríticas 
As células dendríticas podem ser classificadas em inúmeros subtipos consoante o seu 
fenótipo, a sua localização e a sua função. Para este trabalho, foram consideradas as duas 
grandes subpopulações de DC circulantes no sangue periférico, DC mieloides (CD14-/CD16-
/HLA-DR++/CD33++/CD123dim/IREM-2dim/CD68dim) e plasmacitoides (CD14-/CD16-/HLA-
DR+/CD33-/CD123++/IREM-2-/CD68++). 
Pela análise da Tabela 6, observou-se uma diminuição estatisticamente significativa da 
frequência e valor absoluto, para as duas populações de DC, no grupo de doentes 
comparativamente com o grupo controlo. Por outro lado, quando analisados em função do 
índice DAS de cada doente, apenas a percentagem de mDC mostrou uma correlação negativa 
fraca com a atividade da doença, como evidenciado no gráfico da Figura 8. 
 
Tabela 6. Quantificação das subpopulações de DC (mDC – DC mieloides; pDC – DC 
plasmacitoides) em sangue total (percentagem e valor absoluto em nº de células/µL). 

















% 0,22±0,11 0,13±0,074* 




 % 0,14±0,045 0,074±0,035* 
cél/µL 8,26±1,99 4,89±1,93* 












  Figura 8. Correlação da percentagem total de mDC (y=0,18-
0,02x, r2=0,151) com o índice DAS dos doentes com AR. 
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2. Caracterização imunofenotípica das subpopulações de 
monócitos e células dendríticas 
2.1. Expressão de CD14 e CD16 
A expressão de CD14 e CD16 foi determinada através da média de intensidade de 
fluorescência (MIF). Os resultados encontram-se representados na Figura 9, tendo-se 
observado um aumento estatisticamente significativo da expressão de CD14 no grupo de 
doentes para todas as quatro subpopulações de monócitos.  
Relativamente à correlação entre a expressão de CD14 e CD16 e a atividade da doença, 
apenas foi encontrada uma correlação fraca e não significativa entre a expressão de CD14 






















Figura 9. Média de intensidade de fluorescência (MIF) de CD14 e CD16 nos 
monócitos clássicos, intermédios DR+, intermédios DR++, e não clássicos, no 
grupo controlo e no grupo de doentes.  
















2.2. Expressão de CD33 
A expressão de CD33 nas subpopulações de monócitos e DC encontra-se representada 
na Figura 11. Para esta molécula, não foram encontradas diferenças estatisticamente 
significativas entre os dois grupos. 
A correlação da MIF de CD33 das várias subpopulações celulares com o índice DAS 
dos doentes com AR está representada na Figura 12. Em geral, há uma correlação negativa 













Figura 11. Média de intensidade de fluorescência (MIF) de CD33 para as 
subpopulações de monócitos e para mDC no grupo controlo e no grupo de 
doentes. 
Figura 10. Correlação da MIF de CD14 de monócitos clássicos 





Figura 12. Correlação da MIF de CD33 de A) monócitos clássicos (y=17223-2198x; 
r2=0,187*), B) intermédios DR+ (y=14422-1980x; r2=0,234*), C) intermédios DR++ 
(y=14578-1763x; r2=0,189*), e D) não clássicos (y=4341-438,21x; r2=0,119), e de 
E) mDC (y=17589-1973x; r2=0,119), com o índice DAS dos doentes com AR. 






2.3. Expressão de CD123 
A expressão de CD123 para as várias subpopulações celulares estudadas encontra-se 
representada na Figura 13. A expressão desta molécula é bastante mais forte na pDC, sendo 
quase 10 vezes maior do que nas restantes subpopulações. É também a única subpopulação 
que apresenta uma diferença significativa entre os dois grupos, estando a expressão de 
CD123 aumentada no grupo de doentes com AR. Apenas os monócitos intermédios HLA-
DR+ mostraram uma correlação negativa fraca e não significativa entre a expressão de 















Figura 14. Correlação da MIF de CD123 de monócitos 
intermédios DR+ (y=719,65-70,72x; r2=0,164) com o índice 
DAS dos doentes com AR. 
Figura 13. MIF de CD123 para as subpopulações de monócitos e DC no grupo 
controlo e no grupo de doentes.  
* - comparação do grupo de doentes vs grupo controlo, p<0,05. 
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2.4. Expressão de HLA-DR 
A expressão de HLA-DR nas várias subpopulações para os dois grupos de estudo 
encontra-se representada na Figura 15. Apenas se registou uma diferença estatisticamente 
significativa nos monócitos intermédios HLA-DR+, com uma diminuição da expressão de 
HLA-DR no grupo dos doentes. Em relação à expressão de HLA-DR em função do DAS, 
não foram encontradas correlações entre os dois parâmetros para nenhuma subpopulação de 













2.5. Expressão de CD68 
A expressão de CD68 para as várias subpopulações celulares encontra-se representada 
na Figura 16, tendo-se observado um aumento da expressão de CD68 no grupo AR nos 
monócitos intermédios HLA-DR++ e nos monócitos não clássicos, e não se observando 
qualquer correlação entre este parâmetro e o índice DAS. 
 
Figura 15. MIF de HLA-DR para as subpopulações de monócitos e DC no 
grupo controlo e no grupo de doentes.  















2.6. Expressão de CD300e 
A expressão de CD300e (IREM-2) encontra-se representada na Figura 17. A expressão 
desta molécula encontra-se significativamente aumentada na maioria das subpopulações de 
monócitos e nas mDC do grupo de doentes com AR, comparativamente com o grupo 
















Figura 16. MIF de CD68 para as subpopulações de monócitos e DC no grupo 
controlo e no grupo de doentes.  
* - comparação do grupo de doentes vs grupo controlo, p<0,05. 
Figura 17. MIF de CD300e (IREM-2) para as subpopulações de 
monócitos e DC no grupo controlo e no grupo de doentes.  
* - comparação do grupo de doentes vs grupo controlo, p<0,05. 
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3. Expressão génica de IL-10, IL-12p35, TNF-α e CX3CR1 nas 
subpopulações de monócitos e células dendríticas 
Foi avaliada a expressão génica de IL-10, IL-12p35, TNF-α e CX3CR1 em 13 
indivíduos do grupo controlo e 17 doentes com AR para as subpopulações de monócitos em 
estudo, e em 9 indivíduos do grupo controlo e 17 doentes com AR para as subpopulações de 
DC, após separação celular das várias frações celulares. 
 
3.1.1. Expressão génica de IL-10 
4. Observou-se um aumento significativo da expressão génica de IL-10 nos monócitos 
clássicos e intermédios no grupo de pacientes com AR (Figura 19). Não foi encontrada 













4.1.1. Expressão génica de IL-12p35 
Observou-se um aumento significativo da expressão génica de IL-12p35 nos 
monócitos intermédios HLA-DR+ no grupo de pacientes com AR (Figura 20). Para esta 
citocina, não foi encontrada alguma correlação entre a sua expressão em nenhuma 
subpopulação e a atividade da doença. 
Figura 18. Expressão génica de IL-10 nos monócitos clássicos, intermédios 
HLA-DR+, intermédios HLA-DR++ e não clássicos, e nas mDC. Não ocorreu 
amplificação génica nas pDC. 
















4.1.2. Expressão génica de TNF-α 
Observou-se um aumento significativo da expressão génica de TNF nos monócitos 
intermédios HLA-DR+ no grupo de pacientes com AR (Figura 21). Relativamente à 
expressão génica desta citocina em função do índice DAS, apenas os monócitos não 
clássicos apresentaram uma correlação entre os dois parâmetros, sendo esta uma correlação 














Figura 19. Expressão génica de IL-12p35 nos monócitos clássicos, 
intermédios DR+, intermédios DR++ e não clássicos, e nas mDC. Não ocorreu 
amplificação génica nas pDC. 
* - comparação do grupo de doentes vs grupo controlo, p<0,05. 
Figura 20. Expressão génica de TNF-α nos monócitos clássicos, intermédios 
DR+, intermédios DR++ e não clássicos, e nas mDC. Não ocorreu amplificação 
génica nas pDC. 





















4.1.3. Expressão génica de CX3CR1 
O gráfico da Figura 22 representa a média de expressão génica de CX3CR1 nas 
subpopulações de monócitos e DC para ambos os grupos de estudo. Observou-se uma 
diminuição estatisticamente significativa da expressão génica de CX3CR1 nos monócitos 
clássicos e não clássicos.  
Quanto à expressão génica deste recetor em função do índice DAS, foram encontradas 
correlações positivas fracas e não significativas para os monócitos clássicos e não clássicos, 
e uma correlação positiva moderada e significativa para os monócitos intermédios HLA-
DR+. 
 
Figura 21. Correlação expressão génica de TNF-α por monócitos 
não clássicos (y=0,32-0,042x; r2=0,282*) com o índice DAS dos 
doentes com AR. 














Figura 22. Expressão génica de CX3CR1 nos monócitos clássicos, 
intermédios DR+, intermédios DR++ e não clássicos, e nas mDC. Não ocorreu 
amplificação génica nas pDC. 











Figura 23. Correlação da MIF de CX3CR1 de A) monócitos clássicos (y=0,68+0,17x; r2=0,138), B) 
intermédios DR+ (y=0,17+0,07x; r2=0,327*), e C) não clássicos (y=0,20+0,04x; r2=0,120), com o 
índice DAS dos doentes com AR. 






A Artrite Reumatoide é uma doença crónica autoimune e inflamatória, que afeta 
principalmente as articulações, podendo levar à destruição e deformação destas e a várias 
complicações sistémicas quando não é detetada e tratada atempadamente. As situações de 
autoimunidade e inflamação crónica que caracterizam esta doença mostram um papel 
dominante do sistema imunitário na AR, nomeadamente da imunidade inata, que se encontra 
implicada na patogénese da doença não só pelo papel que assume na apresentação de auto-
antigénios, como também pelo número aumentado de leucócitos no fluido e tecido sinoviais 
e pela libertação de níveis bastante elevados de várias citocinas pró-inflamatórias 
características deste tipo de imunidade (92, 114). 
Para uma melhor compreensão da fisiopatologia da AR, da evolução da resposta 
inflamatória e da propagação da doença a nível sistémico, torna-se importante estudar e 
caracterizar as várias células do sistema imunitário, não só a nível local da sinóvia, mas 
também a nível geral no sangue periférico. Assim, este estudo centrou-se na importância dos 
monócitos e células dendríticas circulantes no sangue periférico de doentes com AR, devido 
ao seu papel como células apresentadoras de antigénios e produtoras de citocinas, que 
migram para o local de inflamação e participam na perpetuação do tipo de resposta 
imunitária que ocorre nesta patologia. 
Foram descritas várias subpopulações de monócitos e DC, de acordo com o seu 
fenótipo, a sua localização e a sua função. Os monócitos circulantes no sangue periférico 
foram recentemente divididos de acordo com a sua expressão de CD14 e CD16 (12), em 
monócitos clássicos, envolvidos em processos fagocitários (10); monócitos intermédios, que 
participam na apresentação de antigénios aos linfócitos T (13); e monócitos não clássicos, 
que apresentam um comportamento de patrulha do endotélio e desempenham um papel 
efetor na resposta inflamatória (13, 14). Por sua vez, as DC presentes no sangue podem ser 
divididas em DC plasmacitoides, as principais células produtoras de IFN do tipo I (17), e 
dois subtipos de DC mieloides, que promovem a ativação de linfócitos T através da 
apresentação de antigénios (12). Neste trabalho, foram identificadas quatro subpopulações 
de monócitos e duas de DC no sangue periférico de doentes com AR e de um grupo controlo.  
Observou-se um decréscimo do número absoluto e frequência de monócitos não 
clássicos no sangue periférico de doentes com AR. Estes resultados vão ao encontro do que 
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foi descrito num estudo de Klimek et al. (97), que descreve uma diminuição da percentagem 
desta subpopulação. No entanto, este mesmo estudo e outros descrevem um aumento do 
número e frequência de monócitos intermédios no sangue periférico (96, 97, 108), mas neste 
trabalho observou-se uma diminuição da frequência dos monócitos intermédios HLA-DR+. 
A diminuição do número e frequência dos monócitos não clássicos no sangue 
periférico de doentes com AR sugere um aumento da migração deste subtipo para a sinóvia 
inflamada, consistente com o papel pró-inflamatório atribuído a este grupo de células. A 
função de patrulha do endotélio associada aos monócitos não clássicos pode também tornar 
esta subpopulação mais propensa à migração para os tecidos inflamados, como acontece na 
AR. 
Para uma melhor compreensão das potenciais vias de migração dos monócitos na AR, 
avaliou-se a expressão génica do recetor de fractalcina (CX3CR1). As quimiocinas são 
citocinas envolvidas na migração das células para os tecidos, sendo a fractalcina um dos seus 
membros, envolvida na extravasão de monócitos para o local de inflamação, e que se 
encontra em níveis elevados no líquido e tecido sinovial de indivíduos afetados por AR (99, 
100). De igual forma, monócitos CD16+ na camada sinovial expressam níveis mais elevados 
de CX3CR1 (99), embora um estudo tenha relatado este aumento mais associado aos 
monócitos intermédios (108). Assim, espera-se que monócitos que expressem níveis mais 
elevados de CX3CR1 apresentem maior capacidade de migração dependente da 
concentração do ligando deste recetor, a fractalcina. No entanto, neste estudo, observou-se 
uma diminuição da expressão génica de CX3CR1 nos monócitos clássicos e não clássicos, 
o que sugere que a migração destas células para a sinóvia não é dependente de fractalcina, 
contrariamente ao descrito na literatura (99, 100). Por outro lado, a expressão génica do 
CX3CR1 mostrou uma correlação positiva com o índice DAS para todos os monócitos 
exceto para os monócitos intermédios HLA-DR++, o que sugere que nas formas mais 
agressivas da doença, ocorre uma maior capacidade de migração destas células mediada pela 
fractalcina. 
Nos monócitos clássicos, embora não se tenham observado diferenças entre os dois 
grupos quanto ao seu número absoluto, observou-se uma correlação fraca e positiva com o 
índice DAS. Assim, doentes com uma atividade mais elevada mostram um aumento do 
número absoluto de monócitos clássicos no sangue periférico, o que poderá refletir um 
aumento da produção de monócitos a nível da medula óssea, numa tentativa de compensar a 
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diminuição do número destas células no sangue periférico devido à sua migração exacerbada 
para os tecidos. Estes monócitos mais recentes, não tendo ainda sendo expostos aos mesmos 
estímulos, poderão exibir um menor nível de ativação, hipótese apoiada pela correlação 
negativa observada entre a expressão de CD14 nos monócitos clássicos e o índice DAS. 
No grupo de doentes com AR, observou-se um aumento marcado da expressão de 
CD14 em todas as subpopulações, bem como um aumento da expressão de CD68 e CD300e 
nos monócitos não clássicos e monócitos intermédios HLA-DR+. Foi também analisada a 
expressão génica de algumas citocinas, tendo-se observado um aumento da expressão de IL-
10 em todas as subpopulações de monócitos exceto nos monócitos não clássicos. 
Os recetores CD14 e CD300e podem ser considerados marcadores de ativação dos 
monócitos, nomeadamente pelo seu papel na regulação da resposta imunitária e da 
sobrevivência celular (115, 116). O CD68 é uma glicoproteína lisossomal expressa 
principalmente por fagócitos mononucleares, nomeadamente macrófagos, e pode ser 
utilizado não só para identificação destas células, mas também como marcador de ativação 
destas (117). A maior expressão destas moléculas nas diferentes populações de monócitos 
nos doentes sugere um limiar de ativação maior destas células no sangue periférico, que 
poderá ser devido à presença de estímulos inflamatórios, como a IL-1β, IL-6 e TNF-α (74), 
resultantes da inflamação crónica observada na AR.   
Em concordância com esta hipótese levantada, observou-se um aumento da expressão 
génica de TNF-α e de IL-12p35, uma das duas subunidades de IL-12, nos monócitos 
intermédios HLA-DR+. De facto, já foram descritos níveis aumentados destas duas citocinas 
em diferentes doenças autoimunes, e particularmente na AR (69, 118, 119). No entanto, 
observou-se uma correlação negativa para a expressão génica do TNF-α nos monócitos não 
clássicos e o índice DAS.  
Observou-se também um aumento da expressão génica de IL-10, uma citocina 
classicamente descrita com tendo um papel anti-inflamatório, mas que possui funções 
pleiotrópicas. Esta citocina está envolvida na inibição da produção de citocinas pró-
inflamatórias, como TNF-α e IL-1β, e de IL-12, e na redução da capacidade de apresentação 
de antigénios por parte dos macrófagos e DC (120). Este aumento de produção de IL-10 
poderá refletir uma tentativa de controlo da resposta inflamatória, e é consistente com 
estudos que relatam um aumento dos níveis de IL-10 (71, 121).  
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Observou-se uma correlação negativa da expressão de CD33 em função do DAS para 
todas as subpopulações de monócitos, atingindo esta significado estatístico para monócitos 
clássicos e intermédios. A estimulação via CD33 leva à inibição da produção de citocinas 
pró-inflamatórias e à regulação das funções dos monócitos, estando assim envolvida na 
regulação da inflamação (109, 110). Assim, o decréscimo da expressão de CD33 em doentes 
com atividade elevada da doença pode refletir-se numa maior atividade pró-inflamatória 
exercida por estas células. 
Relativamente às subpopulações de DC, observou-se um decréscimo acentuado tanto 
do número absoluto como da frequência de DC mieloides e plasmacitoides, o que corrobora 
o que já está descrito na literatura (102, 103). Este achado já tinha sido também observado 
para os monócitos não clássicos, e sugere que as DC migram para a sinóvia inflamada, 
levando a uma diminuição dos seus valores no sangue periférico, hipótese apoiada pelo 
número elevado de DC encontradas nesse tecido em doentes com AR, que foi descrito 
noutros estudos (102-104). Observou-se também uma correlação negativa entre a 
percentagem de mDC e a atividade de doença, o que pode ser sugestivo de uma maior taxa 
de migração destas células para os tecidos em função de uma maior inflamação e severidade 
da doença. 
Também na mesma linha do que foi detetado nas subpopulações de monócitos, 
observou-se um aumento da expressão de CD300e nas mDC e de CD123 nas pDC do grupo 
de doentes, o que reforça a hipótese de um aumento da ativação periférica destas células 
devido a um ambiente mais pró-inflamatório. O aumento da expressão de CD123 nas pDC 
indica uma maior sensibilização destas células à IL-3, um fator de crescimento das células 
estaminais hematopoiéticas (1) e uma potente ativadora das pDC (122). 
Tal como nos monócitos, encontrou-se também uma correlação negativa para a 
expressão de CD33 nas mDC, o que pode reforçar a hipótese sugerida de uma menor 









Observaram-se alterações significativas nas diferentes subpopulações de monócitos e 
de células dendríticas do sangue periférico na AR, quer ao nível da frequência e número 
absoluto quer ao nível da sua função, o que reforça o seu papel na fisiopatologia desta 
doença. A diminuição geral observada da frequência e número de monócitos intermédios 
HLA-DR+, monócitos não clássicos e DC no sangue periférico de doentes com AR pode ser 
indicativa de um aumento da migração destas células para a sinóvia inflamada. Nos 
monócitos, esta migração parece ser independente da fractalcina, exceto nos casos de maior 
atividade da doença, como evidenciado pela correlação positiva da expressão génica do 
recetor da fractalcina em função do índice DAS. As subpopulações celulares estudadas 
parecem estar mais ativadas nos doentes com AR. O seu estado de ativação encontra-se 
traduzido pelo aumento da expressão de CD14, CD300e e de CD68 nos monócitos, de 
CD300e nas mDC e de CD123 nas pDC, e pode estar associado à inflamação periférica que 
ocorre na AR. Os monócitos HLA-DR+ parecem também ter um perfil mais pró-
inflamatório, traduzido pelo aumento da expressão de TNF-α e IL-12. Por outro lado, a 
maioria das subpopulações estudadas apresentaram um aumento da expressão génica de IL-
10, podendo este aumento estar associado a uma tentativa de regulação negativa da 
inflamação por parte destas células. A correlação positiva do número absoluto de monócitos 
clássicos em função da atividade da doença, juntamente com a correlação negativa da 
expressão de CD14 por esta subpopulação, sugere que a migração dos monócitos para o local 
de inflamação despoleta um aumento da produção destas células na medula óssea, estando 
estas num estado de menor ativação. 
Os resultados obtidos permitem assim concluir que os monócitos e DC encontram-se 
alterados a nível fenotípico e funcional, reforçando assim o envolvimento destas células na 
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